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SÀIIIENVATTING

VitêIlogenlne is hêt precursor eiwÍt van de belangrljkste dooier-

eiwitten lipovitelline en fosvLtinei vLtellogenine wor.dt genaakt in de

lever van leggende hennen onder invloed van oestrogêÍren. In hanen kan

de synthese van vitellogenine lrorden gelnduceerd door inspuiting van

l7p-oestradiol. Na inspuiting vaÍl dit hotooon neent ile snelheid van

vitellogenine synthese enLge dagen ll-nealr toe. Dezê toename valt sasr

óet een toename 1n de hoeveel-heid vitellogenine-slmthetiserende ribo-

somen. Dl.t suggereert dat oestradl-ol een accumulatle vaÍr aktievê

vite[ogenine mtOIA noleculen in hanelevercellen veroorzaakt. De vraag

of altt een gevolg Ls van een door oêstradiol geÍnitieerele transcrLptiê

van het vitellogenlne gen dan wel rlan een door oestradloJ_ gereguleerde

stap in de processing van primalr transcriptie produkÈ tot aktleve DFNA

is hie:mee echter nog niet beantwoord. @ deze vraag te kunnen beant-

woorden is l-solering en zuiverJ-ng van vitetlogenine mFlilA noodzakeliJk.

Op de gezuiverde vLtellogenl.ne mFtilA kan met behulp van het enzlm reverse

tlanscriptase eên hoog radioaktief genêlkte, enkelstrêngs kopie-DNÀ

worden gesynthetiseerd d.ie alS speclfleke hybrid.tsatle probe kan worden

gebruikt voor de kwantificering vanr vitellogenÍnê nrlilA nLveau's in

hanelevercellen voor en op verschillende tl-Jdtstippen na lnspuLtlng van

gestradiol. De hierboven gescheÈste strategie voor de bestudering van de

door' oestradl-ol geÍnduceerde synthese van specl.fieke eiwLtten, i.c.

riltellogenine, ligt ten grondslag a.rn de ln dit proefschrl.ft beschreven

e:rperlnenten.

Na êen algen€ne inleidling op het vÍtellogenlne systêem in Boofdstuk

!r wordt In Eoofdstuk II aan de hand van een literatuuroverzicht uitgebretd

ingegaan op bovengenoemde strategiê. Begonnen wordt net een bespreking va

verschillende methoden voor de J.solerJ.ng van eukaryote nRln-s. Eet geblull

van cnilA hybrldlsatie technieken bij de bestuderJ.ng van de hornonaal 9e-

Í,nduceerde slmthese van specifieke eíwitten vormt het tweede onderrerp van

dtt hoofstuk. BovendLên vindt in dlit hoofdlstuk een bespreklng plaats van

de eigen resultaten gêplaatst tegen de achtergrond van het genoemde

1 l-teratuuroverzlcht.

De eigen resultaten staan ve:meld in de hoofdstukkên III tot en ret V.
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:1. - j - j :< I I I  beschr i j f t  de isoler ing van v i te l l -oqenj-ne mRNA ui t  hanefever.

:È ] i : : : :Kte mettrode is  d ie waarbi j  met behulp van ant i l ichamen ger icht

-  -  - - - .  ' . ' : :e l logenine speci f iek de v i te l logenine-s lmthet iserende polysomen

6 : --.-. :.eergeslagen, terrtijl polysomen, bezig met de synthese van andere

: . - - ' . : € : . ,  i n  op loss i ng  b l i j ven .  U i t  he t  gevo rmde  immunop rec ip i t aa t  r , r o rd t

: : -  ' . ' : - - . I logenine Í ]RNA geisoleerd.  De gevolgde methode, exper imenten die de

:-- . . : : : .e l l  van het  geÍsoleerde v i te l logenine mRNA preparaat  aantonen als-

-> :e s lmthese van v i te l logenine cDNA worden beschreven.

-iÊ: gebruik van deze cDNA bij de bestuderj-ng van de induktie van

'- :È-:sJenine in de eend vormt het  onderwerp van Hoofdstuk ïV.  De resul-

-i::.- ï3r1 dit gedeelte van mijn onderzoek kr:nnen a1s volgt hrorden

:* : . :eVat:

::. ie l-ever van êen niet met oestradiol ingespoten eend is geen

'.- : --ellogenine nRNA aantoonbaar.

- ri1 ::rspuiting van oestïadiol neemt de hoeveelheid vitellogenine nRNA

-:- 3e polysomal-e RNA fraktie van de lever sterk toe; de snelheid van

lze toename verloopt echter niet geheel parallel met de lineaire toe-

:-::e in de snelheid van vitellogenine synthese. De resultaten wijzen op

.€:. toename in de translatie efficiêntie van vitellogenine mRNA enige

' : : i  na inspui t ing van oestradio l .

:á:n :esul taten z i jn in overeenstemming met 'het  ook ui t  de l i teratuur naar

;::t--. kcnende beeld dat in afwezigheid van oestrad.iol ofwel geen tïanscrÍp-

: -+: :aatsvindt  van het  v i te l logenine gen of i " /e l  dat  het  pr imaire t ranscr ipt

-a 3:danig korte levensduuï heeft in de kern dat geen vitellogenine nRNA

l:-Ê:- j len het  cytoplasma kunnen bereiken.

'.'cor de bepaling van d.e transcriptionele aktiviteit van het vitello-

É-:---e gen in aan- en afwezigheid van oestradiol is het noodzakelijk om

:-;-.: een gevoeliger hybridisatie probe voor vitellogenine mRNA sequenties

:-: :eschikken daÍr de bovengenoende enkelstrengs kopie-DNA. Een zeer

-.-:e!!ge, en bovend.ien volledig zuivere, hybridisatie probe wordt

-r'.-:!::C door een reconlf,inant plasmide waarin een dubbel-strenqs DNA-kopie

,r-, r:tellogenine nRNA is geÍnsereerd in een bacterieel plasmide. In

::r::jstuk V woïden de s).nthese, identificatie ên karakterisering van drie

r= :eze reconbinante plasmiden beschreven.
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